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論文内容の要旨
Paracoccus denitrificans において、 n-プチルアミンによりペリプラズムに誘導されるアミン脱水素酵素は、 60kDa
の α サプユニットと40kDa の β サプユニットから成る。本酵素は、 α サプユニットに c 型へムと構造未知のキノン
補酵素 l 分子ずつを含む新しいタイプのキノへムタンパク質であることが報告された。本研究では、本酵素の遺伝子
構造を解明するとともに、キノン補酵素の構造や生成機構を解明することを目的とした。
精製酵素の SDS-PAGE 解析より、本酵素は α ， β.r のヘテロトリマー構造をとることが判明し、キノン補酵素は
7 サプユニット中に含まれていた。次に、酵素遺伝子をクローニングした。得られた遺伝子を解析したところ、 5 つ
の ORF を含む領域に本酵素サプユニットの遺伝子がコードされていることが明らかになった。ノーザンハイプリダ
イゼーション解析より、これらがオペロンを形成していることが強く示唆され、これらを n-butylamine utilization 
(bau) gene と名付けた。
キノン補酵素の同定を目的として、キノン含有ペプチドを単離し分光学的化学的解析を行った。その結果、 γ サプ
ユニット中の43番目のトリプトファン残基が翻訳後修飾を受けて生成することが示唆された。
本酵素の立体構造を決定した。 α サプユニットは 4 つのドメインからなっており、 N末端ドメインは diheme
cytochrome 様の構造をとっていた。 2 分子のへムは、基質由来の電子を cytochrome c 550に渡す電子伝達経路を形
成していると考えられる。また、 β サプユニットは 7 つのドメインからなる β プロペラ構造をとっていた。一方、本
酵素の補酵素は. r サプユニット内のトリプトファン残基 (Trp43) がオルトキノン型に酸化修飾されると同時に、
Cys37がチオエーテル結合をしている新規なビルトイン補酵素であることが判明した。これをシステイントリプトフィ
ルキノン (CTQ) と命名した。さらに、 7 サプユニット内の他のシステイン残基全てが、近傍のアスパラギン酸残
基あるいはグルタミン酸残基のメチレン炭素原子とチオエーテル結合していることも判明した。
bau オぺロンの 2 番目の ORF (bauB) は、約55kDa の未知タンパク質をコードしていた。このタンパク質は、ビ
タミン類の生合成に関わる酵素や種々の酵素活性化因子と、鉄司硫黄クラスター結合配列および s-アデノシルメチオ
ニン (SAM) 結合配列を共有しており、ラジカル SAM スーパーファミリーに属することが判明した。また、 bau
オペロンの 5 番目の ORF (bauE) は、アルカリプロテアーゼと相同性を示し、その活性に必須の触媒基は全て保存
されていた。これらのことから、 BauB または BauE が 7 サプユニットポリペプチドに作用して、 CTQ 補酵素の生
成あるいはチオエーテル架橋形成に関与すると示唆された。
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論文審査の結果の要旨
森 陽一君は、グラム陰性細菌 Paracoccus denif1・ificans 由来の新規キノへムプロテイン・アミン脱水素酵素をコー
ドする遺伝子の構造と塩基配列を明らかにするとともに、本酵素の X線結晶構造を決定した。その結果、新規なペプ
チド・ビルトイン型補酵素、システィニルトリプトファンキノン (CTQ) を同定した。さらに、 CTQ を含む小サプ
ユニット中に、システイン残基と酸性残基の聞でチオエーテル架橋構造が 3 ヶ所存在することを明らかにした。遺伝
子構造から、 CTQ 及びこれらの分子内架橋構造の生成機構を解明する手がかりとなる知見を得た。これらの業績は、
博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める o
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